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RESUMO

Agrobacterium tumefaciens é o agente causa da gaha-da-
coroa, doenga que afeta a maioria das plantas dicotiledneas e
caracteriza-se pel o crescimento de tumores na juncéo entre o caule e
araiz (coroq). A formagéo dessestumores € o resultado de um processo
naturd detransferénciade genesdeAgrobacteriumspp. parao genoma
da planta infetada. Esses genes estdo contidos em um plasmidio de
alto peso molecular (120 a250 kb), denominado Ti (“tumor inducing’),
presente em todas as linhagens patogénicas de Agrobacteriumspp.
Duasregifesdo plasmidio Ti estdo diretamente envolvidas naindugéo
do tumor: a regido-T, que corresponde ao segmento de DNA
transferido paraacélulavegetal, e aregido de viruléncia(regidovir),
gue contém genes envolvidos na sintese de proteinas responsaveis
pelo processo de transferéncia da regido-T. Esta regido, uma vez
transferida e integrada no genoma da célula vegetal, passa a ser

denominada de T-DNA (“transferred DNA”). Os genes presentes
no T-DNA codificam enzimas envolvidas na via de biossintese de
reguladores de crescimento, auxinas e citocininas. A sintese desses
reguladores pelas células transformadas causa um desbalanco
hormonal, levando aformagao do tumor no local dainfeccéo. Outro
grupo de genes presentesno T-DNA codificaenzimasresponsaveis
pela sintese de opinas, que sdo catabolisadas especificamente pela
bactéria colonizadora, como fonte de nutrientes. O conhecimento
preliminar das bases molecul ares envolvidas no processo de infecgéo
de uma planta hospedeira por Agrobacterium spp., permitiu a
utilizagdo desta bactériacomo vetor natural detransformacao genética
de plantas.
Palavr as-chave adicionais: biovares, oncogenes, opinas, T-

DNA, plantas trasgénicas, plasmidio Ti, tumores em plantas.

ABSTRACT

Molecular biology of theinfection process by Agrobacterium p.

Agrobacterium tumefaciens is the causal agent of crown gall
disease that affects most dicotyledonous plants and is characterized
by growth of tumorsin the region between the plant stem and root
(crown). The development of tumorsistheresult of anatural transfer
process of Agrobacterium spp. genes to the genome of the infected
plant. These genes are found on a high molecular weight plasmid
denominated Ti (tumor inducing), present in all pathogenic
Agrobacterium spp. strains. Two Ti plasmid regions are directly
involved in tumor induction. The T-region, which correspondsto the
segment of transferred DNA to the plant cells, and the virulence (vir)
region, which contains genes involved in the synthesis of proteins

required for T-region transfer. This region, when transferred and
integrated to the plant cell genome, is called T-DNA (transferred
DNA). Thegenespresent in T-DNA encode enzymesinvolvedinthe
biosynthesis of plant growth regulators, auxin and cytokinin. The
synthesisof theseregulatorsby transformed cellsresultsinahormonal
inbalance, leading to the development of tumors where the infection
took place. Another group of genes present in T-DNA encodes
enzymes required for opine synthesis, which are specifically
catabolised by the colonizing bacterium as the source of nutrients.
Preliminary knowledge of themolecular basisinvolvedintheinfection
process of the host plant by Agrobacterium spp. allowed the use of
this bacterium as anatural vector for plant genetic transformation.

INTRODUCAO
A galha-da-coroa (do ingléscrown gall) tem-sedesta-

cado nos ultimos anos entre as doencgas bacterianas de plantas,
ndo pela importancia econdmica dos prejuizos causados por
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€la, mas pelo impacto que o estudo dessa doencga trouxe para
aciénciamoderna. Apesar de ser conhecidadesde a Antigui-
dade, somente em 1907, o0 seu agente etioldgico foi descrito
pela primeira vez como sendo Agrobacterium tumefaciens
(Smith & Townsend) Conn. Essa doenca caracteriza-se pela
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formac&o de galhas na coroa (juncdo entre o caule earaiz) ou

diretamente nas raizes da planta infetada. O interesse de
cientistastrabalhando nos mai s dif erentes campos da pesquisa
por estadoencadeveu-se ao fato de que nas galhas vegetais,

normalmente causadas por microrganismos ou insetos, a
proliferacdo do tecido vegetal € induzida por um estimulo

externo, de natureza quimica ou mecanica. No caso da galha-
da-coroa, as células vegetaisinfetadas por Agrobacteriumspp.

adquirem a propriedade de multiplicarem-se de maneira

autbnoma, sem a necessidade de estimulos externos.
Inicialmente, os pesqui sadores associaram o desenvolvimento

dagalha-da-coroaao cancer animal, 0 que estimul ou humerosas

pesquisas visando a elucidacéo dos seus mecanismos de

inducdo eformagao. Essesestudosconcluiram queaformagéo

dagalha-da-coroaé, narealidade, o resultado de um processo

natural de transferéncia de genes da bactéria para a célula

vegetal, que passam a sintetizar proteinas que estimulam a
divisdo celular no sitio deinfeccdo. Osconhecimentosgerados
desde entdo culminaram com um entendimento bastante

aprofundado desse parasitismo, sendo considerado atual mente
um sistema-modelo para estudos das interacdes patdgeno-

hospedeiro em plantas.

A BACTERIA

As agrobactérias (Agrobacterium spp.) séo
microrganismos tipicamente do solo e Gram-negativas. Nao
formam esporos e possuem formade bacilo, medindo 0,6-1,0 x
1,5-3,0 um, e com um a seis flagel os peritriquios. Em gerd, as
agrobactérias sao aerdbicas, apresentando o oxigénio como
aceptor final deelétrons. Algunsisolados podem ter respiracéo
anaerobica, em presenca de nitrato, outros podem sobreviver
em ambientes com baixa tens&o de oxigénio, como no interior
dos tecidos de plantas hospedeiras. A temperatura 6tima de
crescimento estanafaixade 25 a28 °C, com col dniasgeralmente
convexas, circulares, lisas, apigmentadas ou de coloragdo
levemente creme (Holt et al., 1994).

Dentro do género Agrobacterium (do grego agros =
campo e bakterion = bastonete), cinco espécies ja foram
descritas: (i) A. tumefaciens que provocaadoencaconhecida
como gaha-da-corog; (ii) A. rhizogenes (Riker et al.) Conn.
que causa a sindrome da raiz em cabeleira (do inglés “hairy
root”); (iii) A. rubi (Hildebrand) Starr & Weiss, que induz
tumoresem Rubus spp.; (iv) A. vitis Ophel & Kerr que induz
tumoresem Vitis spp. e (v) A. radiobacter (Beijerinck & van
Delden) Conn., que sdo bactérias ndo-patogénicas. As
agrobactérias pertencem a familia Rhizobiaceae, que agrupa,
entre outros, o género Rhizobiumaque sdo bactériasfixadoras
denitrogénio (Kersters & De Ley, 1984).

As diferentes espécies do género Agrobacterium
ocorrem em todo o mundo, em quase todos os ti pos de sol 0s,
cultivados ou ndo e, especificamente, narizosferadas plantas
contaminadas onde séo encontradas nas galhas, nasraizesou
no sol o adjacente. Mesmo em solos com el evadaincidénciada
galha-da-coroa, A. radiobacter € sempre mais numerosa (de
dez a 100 vezes) do que as outras espécies patogénicas. As
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agrobactérias sé@o mais encontradas em regides de clima
temperado devido a sua sensibilidade as altas temperaturas
(Lippincott et al., 1981).

Mais de 600 espécies vegetais sdo conhecidamente
susceptiveis ainfecgéo por Agrobacteriumspp., pertencendo,
amaioria delas, a classe das Angiospermas dicotiledéneas e
Gymnospermas e, mais raramente, as A ngiospermas monoco-
tileddneas (De Cleene & Del ey, 1976). Emborasuaincidéncia
seja baixa, a galha-da-coroa pode tomar proporcdes
devastadoras em certas culturas, conduzindo a perda quase
total da producédo, principalmente em espécies propagadas
vegetativamente, como ornamentais, frutiferas e florestais.

No Brasil, osprimeirosrel atos sobre doengas causadas
por espécies de Agrobacteriumsurgiram na décadade 70 em
Minas Gerais. Neste estado, a galha daroseira surgiu primei-
ramente em algumas propriedades e depois, devido aspréticas
agrondmicas adotadas para esta cultura, como a propagacao
vegetativa e enxertia, ocorreu uma rpida disseminacdo do
patégeno (Romeiro, 1995). Hoje, existem relatos de sériosdanos
causados por Agrobacteriumspp. em vérios estadosdo Pais,
especialmente em roseiras (Rosa sp.) evideiras (Vitisvinifera
L.) (Beriam et al., 1996). Entretanto, a galha-da-coroa ndo é
considerada uma doenca de importanciaecondémicano Brasil.

Linhagens néo-patogénicas de Agrobacteriumspp. ja
foram ocasionalmente isoladas de seres humanos, causando
infeccdes em pacientes severamente debilitados. Entretanto,
n&o existem evidéncias que as agrobactérias sejam patdgenos
de vertebrados (Dunneet al., 1993; Alnoret al ., 1994; Southern
J., 1996).

BIOVARES

A atua classificagdo das agrobactérias, baseada apenas
na sua fitopatogenicidade, tem um valor taxonémico questio-
navel, poisavirulénciadelinhagens deAgrobacteriumspp. é
determinada por um plasmidio conjugativo. Como estes
plasmidios podem ser perdidos em situacfes de estresse ou
adquiridos por conjugagdo bacteriana, algunsautores sugerem
que é preferivel utilizar a classificagcéo baseada somente nas
caracteristicas determinadas pelo cromossomo. Assim, as
espécies de Agrobacteriumestdo subdivididasem pelo menos
tréshiovares, de acordo com suas caracteristicas bioquimicas,
fisioldgicas e nutricionais, determinadas pelos genes
cromossomais. Entretanto, a divisdo em biovares nem sempre
é possivel, uma vez que vérias linhagens apresentam
caracteristicasintermediarias. Destaforma, nos Ultimos anos,
a classificagéo das agrobactérias vem sofrendo uma série de
criticas e sugestdes de alteracdo, de modo que ataxonomiado
género Agrobacteriumcontinuaaindacontrovertida(Kersters
& Del ey, 1984; Holtet al., 1994; Beriam et al ., 1996). Além do
gue, o recente segiienciamento completo dos plasmidios Ti e
Ri mostrou que os mesmos sao altamente conservados, mesmo
entre espécies diferentes (Zhu et al., 2000; Moriguchi et al.,
2001).

A biovar 1, o maior grupo, compreende a maioria das
linhagens de A. tumefaciense de A. radiobacter. Estas
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linhagens possuem uma grande capacidade de adaptacdo e
podem ser isoladas de diferentestipos de solo. JAaslinhagens
pertencentes a biovar 2 séo mais exigentes em relacdo as
condicdes de sol o e sdo restritas em suas associ acbes com as
plantas hospedeiras. Neste grupo, encontram-se algumas
linhagens de A. tumefaciense um grande nimero de A.
rhizogenes. O ultimo grupo, a biovar 3, compreende
basicamente A. vitisqueinfetavideira(Ophel & Kerr, 1990). As
poucas linhagens identificadas como A. rubi apresentam
caracteristicasbioquimicasintermediariasentre astréshiovares
(Lippincott et al., 1981).

PLASMIDIO Ti

Agrobacterium tumefaciens € considerada a espécie-
tipo do género Agrobacteriumefoi descritapelaprimeiravez
por Smith e Townsend (1907), como Bacillus tumefaciens.
Posteriormente, o género Agrobacterium foi proposto por
Conn e enquadrado na familia Rhizobiaceae (Conn, 1942). A
galha-da-coroa, provocada pelainfeccdo por A. tumefaciens
foi primeiramente descrita por Aristételes e Theophrastus na
Antiguidade e é caracterizada pelo crescimento de galhas na
raiz ou na coroada planta (Siemens & Schieder, 1996). Essas
galhas, quando isoladas, sdo capazes de crescer indefi-
nidamente em meio de cultura in vitro, sem reguladores de
crescimento (White & Braun, 1941). Devido a esta caracte-
ristica, muito semelhante adas célulasoncogénicas, ointeresse
em estudar essas galhas aumentou enormemente, visando
descobrir os mecanismos moleculares e celulares envolvidos
no crescimento incontrolado de células e, consequentemente,
possibilitar o desenvolvimento de novos remédios e terapias
para o cancer animal (Hooykaas & Schilperoort, 1992).
Entretanto, os estudosrealizados demonstraram que aformacao
de galhas induzidas por A. tumefaciens estava diretamente
associada a presenca de um plasmidio de alto peso molecular
(120 a 250 kb), denominado plasmidio Ti (do inglés “tumor
inducing”). Este plasmidio esta presente somente em linhagens
patogénicas de Agrobacterium spp., em um baixo nimero de
cOpias, e podem ser transferidos via conjugacéo para outras
bactérias (Hamilton & Fall, 1971; van Larebeke et al., 1974,
Zaenen et al., 1974; Watson et al ., 1975).

Na década de 70, a descoberta de que ainducado das
galhas por Agrobacteriumspp. eraresultante de um processo
natural de transferéncia de genes do plasmidio Ti para o
genoma da planta infetada, deu um novo incentivo as
pesquisas nesta érea (Stafford, 2000). Assim, duas regides no
plasmidio Ti envolvidas diretamente no processo de inducéo
tumoral foram identificadas (Figura 1): a regido-T, que
corresponde ao segmento de DNA transferido para a célula
vegetal, earegido deviruléncia(regidovir), que contém genes
envolvidos nasintese de proteinasresponsaveis pelo processo
detransferénciadaregido-T (Stachel & Nester, 1986).

A regido-T édelimitadapor sequénciasrepetidasde 25
pb, conhecidas como extremidades direita e esquerda, e, uma
vez integrada no genoma da célula vegetal, passa a ser
denominadaT-DNA (doinglés*“transferred DNA™). Osgenes
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presentesno T-DNA passam entao aexpressar-se, codificando
enzimas envolvidas na via de biossintese de reguladores de
crescimento (auxinasecitocininas). A expressao destesgenes
interfere no balangco hormonal das células transformadas,
resultando nasuamultiplicacdo descontrolada, levando, assim,
aformacédo da galha, ou tumor, nos sitios infetados da planta
(Tzfira & Citovsky, 2000; Zupanet al ., 2000).

O T-DNA também possui genes que codificam enzimas
responsaveis pela sintese de opinas, que sdo compostos
formados pela condensacdo de aminoécidos ou carboidratos
maodificados e que serdo catabolisadas somente pelalinhagem
indutora, como fonte de nutrientes. Desta forma, as células
transformadas pelo T-DNA continuam dividindo-se
incontrol adamente devido aproducgao de citocininas e auxinas
e, quanto mais elas dividem-se, mais €elas produzem opinas
gue vao sendo utilizadas pela bactériaindutora, formando um
nicho extremamente favoravel a ela (Binns et al., 1992;
Hooykaas & Beijersbergen, 1994).

Além daregido-T e daregido vir, trés outras regides
funcionais, ndo envolvidas diretamente no processo deinducéo
tumoral, foram também identificadas no plasmidio Ti, sdo elas
(Figura 1): (i) regido de replicacéo (regidorep), que contém a
origem de replicacéo e funcdes ligadas a manutencéo do
plasmidio Ti dentro da bactéria (estabilidade), controle do
ndmero de copiaseincompatibilidade entre bactérias; (ii) regido
de absorcao e catabolismo de opinas (regido opc), envolvida
nasintese de enzimas especificas responsaveis pelaabsorcao
das opinas para dentro da célula e posterior catabolismo das
mesmas pelabactéria, e(iii) regido detransferénciaconjugativa
(regiGestra etrb), responsavel pelatransferénciaconjugativa
do plasmidio Ti entre linhagens de Agrobacterium spp. ou
paraoutras bactérias Gram-negativas. A maioriadessasregides
é altamente conservadaentre os diferentestipos de plasmidio
Ti, principalmente aqueles pertencentes a mesma classe de
opinas.

regido-T

vir opc
Plasmidio

Ti

rep

tra trb

FIG. 1 - Representacdo esquemédtica da organizacao de um plasmidio
Ti. AsregiGesilustradas correspondem: (vir) regido deviruléncia; (tra
etrb) regido de transferéncia conjugativa; (rep) regido de replicagéo;
(opc) regido de catabolismo de opinas e (regido-T) regido transferida
para a célula vegetal. O tamanho e a posi¢ao relativa de cada regido
varia segundo alinhagem de Agrobacterium sp. (Zhu et al., 2000).
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Essas cinco regifes cobrem aproximadamente dois
tercos do plasmidio Ti (Figura 1). No restante do plasmidio,
novos genesforam identificados, incluindo genes homélogos
ao mutT, nodQ e ligE, que estéo provavelmente ligados a
determinacéo do espectro de hospedeiro (Suzuki et al ., 2000).
O plasmidio Ti também possui genes reguladores (repressores,
antagonistas, ativadores, etc.) que codificam proteinas que
vao regular a expressdo de outros genes do plasmidio Ti. A
presenca de elementos | S (Insertion Sequences) no plasmidio
Ti também foi relatada, embora a transposicao desses
elementos ainda ndo tenha sido demonstrada experimen-
talmente (Zhu et al., 2000). Existem ainda outras funcfes
presentes no plasmidio Ti que aindan&o sao conhecidas, mas
que, provavelmente, ndo estdo diretamente envolvidas no
processo de desenvolvimento do tumor (Hooykaas &
Schilperoort, 1992; Hooykaas & Beijersbergen, 1994).

TRANSFERENCIA DA REGIAO-T PARA A CELULA
VEGETAL

Inducdo do sstema deviruléncia

O processo deinfecgdo etransferénciadaregido-T para
a célula vegetal ocorre em diferentes etapas (Figura 2). A
primeira delas inicia-se pelo reconhecimento e fixacéo da
bactéria no tecido vegetal lesado por tratos culturais, geadas
ou insetos. As agrobactérias sdo atraidas em diregdo a célula
vegetal por quimiotactismo positivo em relagdo a moléculas-
sinal (essencialmente compostos fendlicos, aminoécidos e
monossacarideos) que sdo exsudadas pelas células da planta
ferida (TZfira & Citovsky, 2000). Uma vez em contato com a
célulavegetal, as bactérias sintetizam filamentos de celulose
queestabilizamaligac&oinicial, propiciando umamelhor fixagdo
entre abactériae acélulahospedeira (Matthysse et al ., 2000).
Desta forma, a motilidade e o quimiotactismo tém um papel
fundamental no processo inicial deinfecgdo, visto que, semo
contato bactéria-célula vegetal, o evento de transferéncia de
DNA néo ocorreria (Winans, 1992; Sheng & Citovsky, 1996).

Acredita-se que existam receptores especificos para
Agrobacteriumspp. nasuperficiedacéluladaplanta, poisum
numero finito de agrobactérias é capaz de ligar-se a estas
células. Além disso, outros géneros de bactérias ndo séo
capazes de competir por esses sitios de ligagdo. Os genes
envolvidos na interagdo agrobactéria-célula vegetal estédo
localizados no cromossomo da agrobactéria e incluem chvA,
chvB, pscA (ou exoC), att, chvD, chvE,miaA, ros, chvGchvl e
acvB. MutagBes em qualquer um desses loci, interferem na
ligacdo agrobactéria-célula vegetal e resultam em linhagens
incapazes de infetar plantas (Matthysse & McMahan, 1998;
Gelvin, 2000). Outras proteinas e carboidratos da superficie
celular vegetal estdo, provavel mente, envolvidos nainteracéo
com Agrobacterium spp. Entretanto, a identidade destes
receptores ainda ndo foi determinada (Hooykaas &
Beljersbergen, 1994; Sheng & Citovsky, 1996).

Estando aligagdoinicial estabilizada, asmoléculas-sinal
exsudadas em resposta ao ferimento da planta véo também
ativar aexpressao dosgenesdevirulénciaqueestéolocalizados
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naregido vir do plasmidio Ti. A regido vir é formada por um
conjunto de seis a mais operons (conhecido como regulon
vir), contendo, aproximadamente, 34 genesnototal. Osoperons
daregido vir séo co-regulados por duas proteinas da propria
regido vir, VirA e VirG, que sao induzidas, de maneira
coordenada, em resposta a estimulos quimicos (moléculas-
sinal). Isso significa que, apds o reconhecimento extracelular,
o sinal quimico é convertido em umarespostaintracelular.

A primeirademonstracéo dainducéo dos genesvir por
diferentes compostos exsudados de tecidos vegetais |esados
foi realizada em co-cultura de fumo (Nicotiana tabacum L.)
com A. tumefaciens (Stachd & Zambryski, 1986a). Na mesma
época, as primeiras moléculas-sinal (acetosiringona e hidroxi-
acetosiringona) foram identificadas como potentes indutores
dos genesvir (Stachel et al., 1985). O pH extracelular &cidoea
presenca de acucares (como glicose e galactose) e de
aminoacidos foram também caracterizados como ativadores
daregido vir (Winans et al., 1994). Desses estimulos, 0s
compostos fendlicos séo os mais importantes indutores da
viruléncia da agrobactéria. O pH é&cido (5,2 a 5,8) e aglcares
néo sdo capazes de estimular a inducdo na auséncia de
compostos fendlicos, mas sao considerados fortes potencia-
doresdainducdo. Estesindutores quimicos sdo caracteristicos
de tecidos vegetais |esados; compostos fendlicos e aglicares
s80 precursores deimportantes componentes da parede celular
como lignina e celulose e, como os vaclolos ocupam a maior
parte do volume celular, e sdo geralmente acidos, a seiva
exsudadatende aser acida (Winans, 1992; Sheng & Citovsky,
1996).

As proteinas VirA e VirG pertencem a uma classe de
proteinas conhecidas como sistema regulatério de dois
componentes (“two-component regulatory system”). Em tal
sistema, aproteinaVirA funcionacomo umaproteinasensora,
enguanto aproteinaVirG age como um ativador transcricional
por ligar-se a regides promotoras dos operons vir, iniciando
assim o processo de transferéncia daregido-T (Hooykaas &
Beijersbergen, 1994; Winanset al ., 1994).

A VirA é uma histidina quinase presente na membrana
interna da bactéria. Dos estimul os quimicos ja mencionados,
os aglcares ativam indiretamente VirA através da proteina
periplasmética ChvE, que liga-se a aglcares. O complexo
formado pela proteina ChvE-aglicar interage entdo com o
dominio periplasmético de VirA (Cangelos et al., 1990). Por
outro lado, os compostos fendlicos parecem interagir direta-
mentecom VirA (Leeetal ., 1995). Napresencadessesestimul os
guimicos, aproteina VirA autofosforila o residuo de histidina
474, que é um residuo especifico e altamente conservado na
familia das quinases. O grupamento fosfato ligado a este
residuo pode ser entdo transferido diretamente parao residuo
especifico de aspartato 52, altamente conservado na proteina
VirG. Uma vez fosforilada, a proteina VirG, que locdiza-se no
citoplasma bacteriano, passa de sua forma inativa para sua
forma ativa (Hooykaas & Beijersbergen, 1994; Winanset al.,
1994).

Para ativar a sua propria expressdo e a dos demais
operons vir, a proteina VirG ativada liga-se ao vir box, uma
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@ Transporte do complexo-T para a célula

@ Entrada e integragdo do complexo-T no genoma

FIG. 2- Representacdo esquemdti cado processo detransformagéo de
uma célula vegetal por Agrobacterium spp. (Gelvin, 2000; Zupan et
al., 2000; Ziemienowicz, 2001).

seqliénciaespecificae altamente conservadade 12 pb presente
naregiao promotorade cadaoperonvir (Jnetal.,1990). Assm,
aligacdo com VirG é necessdria para ativacao dos operons da
regido vir, embora o real papel da fosforilacdo de VirG ainda
nao foi determinado, visto queaproteinaVirG nao-fosforilada
também liga-se especificamente ao vir box. A fosforilagéo
poderia aumentar a afinidade de ligacdo com o DNA €e/ou
permitir interacdes com outras proteinas importantes no
processo transcricional, como a RNA polimerase (Winans et
al., 1994; Sheng & Citovsky, 1996).

For magao do complexo-T

ApOs a ativacao da expressao dos operonsvir, inicia-
seo processo detransferénciadaregido-T paraacélulavegetal .
Os operonsvirD evirC estao envolvidosnasprimeiras etapas
desse processo.

Fitopatol. bras. 28(5), set - out 2003

As proteinas VirD1 e VirD2, codificadas pelo operon
virD, sd0 essenciais para o reconhecimento e clivagem da
regido-T (Yanosfsky et al., 1986). A proteina VirD1 apresenta
alta afinidade pelas seqliéncias de 25 pb das extremidades da
regido-T e também possui atividade topoisomerase (Ghai &
Das, 1989). Assim, VirD1 poderiareconhecer as extremidades
daregido-T e, a0 mesmo tempo, converter o DNA paraaforma
relaxada, expondo as seqiiéncias especificasde clivagem para
a proteina VirD2, que tem uma atividade endonucleasica e
também reconhece especificamente os 25 pb de cada
extremidade da regido-T (Yanosfsky et al., 1986). A primera
clivagem por VirD2 ocorre na extremidade 5’ direita, entre a
terceira e quartabase dafitainferior (Wanget al, 1987). Ap6s
a clivagem, a proteina VirD2 liga-se covalentemente a essa
extremidade 5’ direitaclivadaatravésdo residuo detirosina29
(Herrera-Estrella et al., 1988; Pansegrau et al., 1993). Uma
segundaclivagem naextremidade 3' esquerda, levaaliberacéo
dafitainferior daregido-T, que continuaassociada aproteina
VirD2 naextremidade 5’ direita. Esta molécula de DNA linear,
fita simples, obtida apds o deslocamento da fita inferior da
regido-T, édenominadafita-T. Destaforma, o deslocamento da
fita-T ocorre na direcdo 5' - 3' dafita inferior da regido-T,
iniciando na extremidade direita e terminando na extremidade
esquerda, indicando a existéncia de polaridade no
processamento dafita-T (Zambryski et al., 1989).

Umavez liberada afita-T, umacopiadafitainferior da
regido-T ésintetizadaapartir daextremidadedireita(direcdo 5'
- 3'), utilizando afitasuperior como molde. A sintese continua
até atingir o sitio de clivagem da extremidade 3' esguerda.
Embora as proteinas VirD1 e VirD2 estejam envolvidas
diretamente no processo de clivagem, ndo existe nenhuma
evidéncia experimental que indique que VirD1 permaneca
associada afitaT, como VirD2 (Binnset al., 1992; Zambryski,
1992; Hooykaas & Beijersbergen, 1994; Sheng & Citovsky,
1996).

A medida que a fita inferior vai separando-se da fita
superior daregido-T, aproteinaVirE2 liga-se covalentementee
de maneira ndo-especificaamesma (Gietl et al., 1987). VirE2 é
uma proteina codificada pelo operon virE que possui alta
afinidade por fita simples de DNA, isto &, é uma proteina de
ligacdo afitasimplesde DNA [“single strand” DNA “binding
(SSB) protein”] (Christie et al., 1988). Esta ligagéo é extrema
menteforte e cooperativa, |levando aformacdo de um complexo
muito estavel entre afita-T e VirE2. A relativa abundancia de
VirE2 e sua alta afinidade por fita smples de DNA poderiam
permitir sua rapida ligagdo a fita-T, durante sua formagéo,
protegendo-a da degradacgéo por nucleases, além de evitar 0
dobramento da mesma (Citovsky et al., 1989). Um modelo foi
entdo proposto, ondealigacdo entre VirE2 eafita-T resultana
formagdo de umaestruturarigidaecilindrica, semelhanteaum
fio de telefone (Citovsky et al., 1997). A formacéo desta
estrutura é especia menteimportante parao transporte dafita-
T através dos poros nucleares. Assim, embora, o operonvirkE
ndo seja essencial para o processo de transferénciadafita-T
paraacélulavegetal, ele é importante para a eficiéncia desse
processo (Binnset al., 1992).
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As proteinas VirCl e VirC2, codificadas pelo operon
virC, ligam-se especificamente a uma sequiéncia conservada,
localizada préxima a extremidade direita da regido-T,
denominada “overdrive” (ou regido ode). A exatafuncdo das
proteinas VirC néo é conhecida. No entanto, acredita-se que 0
complexo formado entre VirCl-overdrive favorece a correta
orientacdo dasproteinasVirD1 e VirD2 parao reconhecimento
dos sitios de clivagem, aumentando desta forma a eficiéncia
no processo de clivagem etransferénciadafita-T (Toroetal.,
1988, 1989). V &iasoutrasenzimas, como helicases, polimerases
e enzimas de reparo sdo também necessarias para a producdo
da fita-T e sdo codificadas, provavelmente, por genes do
cromossomo bacteriano (Zambryski, 1992; Zhu et al ., 2000).

O mecanismopeloqual afita-T deixaacélulabacteriana,
penetranacélulavegetal eintegra-se no seu genomanuclear,
€ pouco conhecido (Zupan et al., 2002). Sabe-se que, paraa
fita-T chegar até o nlcleo da planta, ela precisa atravessar
membranas, paredes celulares e espagosinter eintracel ulares.
Acredita-sequeafita-T étransportadadabactériaparaacélula
vegetal, como um complexo nucleoprotéico, conhecido como
complexo-T eformado pelafita-T protegidana extremidade 5’
por VirD2 eenvolvidapor variosmondmerosde VirE2 (Citovsky
et al., 1989).

Transporteintercelular do complexo-T

A primeiraetapado transporteintercel ular do complexo-
T consiste na sua passagem através da membrana da
agrobactéria. Trabalhos iniciais demonstraram que o operon
VvirB eranecessario paraaviruléncia, mas ndo paraaetapade
formacado dafita-T. A andlise das seqiiéncias de aminoacidos
das proteinas VirB permitiu identificar algumas de suas
caracteristicasfisicas, localizag8o celular e possiveis funcbes
(Zambryski, 1992; Zupanet al ., 2000). A maioriadas 11 proteinas
codificadas pelo operonvir B exibe caracteristicasde proteinas
demembrana, como seqtiéncias hi drof ébi cas e/ou seqliéncias-
sinal. Estudos posteriores confirmaram a localizagcdo de
proteinasVirB namembranainternaeexternadeAgrobacterium
spp. (Thorstenson et al., 1993). Assim, algumasdas proteinas
VirB poderiam formar uma estrutura funcionalmente similar a
um canal, ou poro conjugal, necessaria para o transporte do
complexo-T (Ward et al., 1988; Zupan et al., 1998). Duas
proteinas, VirB4 eVirB11, ambasassociadasamembranainterna
da bactéria, possuem atividade ATPase. Essas proteinas
poderiam fornecer a energia necessaria para o transporte do
complexo-T através da membrana da agrobactéria (Berger &
Christie, 1993).

As interagdes gque ocorrem entre o complexo-T e as
proteinasVirB sdo pouco conhecidas. Estudosde comparagdo
de sequiénciasidentificaram algumas das proteinas do operon
virB semelhantes as proteinas envolvidas no processo de
transferénciaconjugativade plasmidios entre bactérias (L ess|
& Lanka, 1994). Este processo requer um poro ou canal através
do qual o DNA plasmidia atravessa a membrana da célula
doadora e alcanca a célula receptora (Winans et al., 1996).
Assim, supde-se que a VirD4, uma proteina ancorada na
membrana interna da agrobactéria, seria o produto que
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intermediariaaligacdo do complexo-T ao cana VirB, auxiliando
natransl ocacdo entreabactériae acélulahospedeira(Okamoto
etal., 1991; Lesd & Lanka, 1994).

Estudos recentes indicam que a proteina VirE1 parece
funcionar como umachaperonaeénecessdriaparao transporte
da proteina VirE2 parafora da célula bacteriana (Sundberg et
al., 1996; Denget al., 1999). Estudos recentes sugerem que a
proteina VirE2 é exportada para fora da célula bacteriana
separadamente do complexo fita-T:VirD2 e a formagéo do
complexo-T s seriacompletadadentro do citoplasmadacélula
vegetal (Zupan et al., 2000). Entretanto, estudos adicionais
serao necessarios para confirmar esta hipoétese.

Transporteintracelular do complexo-T

Oaparato VirB liberao complexo-T dentro do citoplasma
da célula vegetal. Entretanto, outras etapas sdo necessarias
para o transporte do complexo-T até o nucleoplasma e sua
integracdo no genoma nuclear. Provavelmente, existam
receptores na membrana celular vegetal que possam estar
auxiliando a entrada do complexo-T no citoplasma da célula
vegetal. Entretanto, 0 mecanismo que possibilitaaentradado
complexo-T no ntcleo dacéluladapl antaé pouco caracterizado.
A possibilidade do complexo-T entrar por difusdo passivano
nicleo daplantafoi excluida, pois o tamanho limite estimado
parao mesmo, aproximadamente 50 kDa, excede o tamanho do
poro nuclear. Além disso, aentradade mol éculasno nicleo da
célula é um processo extremamente seletivo, que requer a
ativagéo de proteinas presentes no poro nuclear, sugerindo
destaforma, que o transporte do complexo-T sgjafeito deforma
ativa (Citovsky & Zambryski, 1993). Esta ativacdo € mediada
por umasequéncia-sinal delocalizagéo nuclear (NLS) presente
na propria molécula a ser transportada ou em moléculas
associadasaela. Como afita-T néo possui seusprépriossinais
de direcionamento, sua importacdo para o nucleo da célula
vegetal é provavelmente mediada pelas proteinas da
agrobactéria que a acompanham em sua odisséia, i.e., as
proteinasVirD2eVirE2. A proteinaVirD2 contémumaseqiiéncia
homologa ao tipo bipartido de NLS, previamente descrita em
outras proteinas, e que é funcionalmente ativa em animais e
plantas (Tinland et al., 1992). Todavia, a€liminacéo de alguns
aminoécidos da seqiiéncia NL S de VirD2 em linhagens de
Agrobacteriumspp. reduziu, mas néo aboliu, acapacidade de
induzir tumores em plantas.

A proteina VirE2 tem também um papel importante no
transporte nuclear do complexo-T, poisavirulénciadelinhagens
de Agrobacteriumspp. com VirE2inativadafoi restauradaaps
inoculagdo em plantas transgénicas expressando a proteina
VIire2 (Ward & Zambryski, 2001). VirE2 possui duas seqliéncias
NLS, ambas requeridas para um eficiente transporte do
complexo-T parao nlcleo dacélula(Lartey & Citovsky, 1997).
Trabalhos sugeriram que VirE2 poderia ser capaz de, sozinha,
mediar o transporte do complexo-T para dentro do nucleo da
céluladaplanta(Zambryski, 1992). Esta hipétese estd baseada
no fato de VirE2 fornecer varias seqiiéncias NL S ao longo de
todo o complexo-T (aproximadamente 600 monémeros),
facilitando dessa maneira uma importacdo ininterrupta do
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complexo-T para o nlcleo da célula. Além disso, fitasimples
deDNA (ssDNA) fluorescentefoi localizadano niicleo dacélula
vegetal apenas quando microinjetadacomo um complexo com
aproteinaVirE2 (sSDNA-VirE2) (Zupanet al ., 1996). Quando o
DNA foi microinjetado sozinho (sSDNA), 0 mesmo permaneceu
no citoplasma. Assim, o model o proposto parao transporte do
complexo-T pela membrana nuclear sugere que VirD2 poderia
orientar einiciar aentrada do complexo-T no poro, enquanto
0s varios mondmeros de VirE2 dirigiriam sua passagem pelo
poro nuclear (Lartey & Citovsky, 1997; TZfira et al., 2001,
Ziemienowicz et al., 2001; Wardet al., 2002).

Enquanto muitas das proteinas de Agrobacteriumspp.
envolvidasno processo detransporte do complexo-T jaforam
caracterizadas, pouco € conhecido sobre os fatores celulares
vegetai s que partici pam deste processo. Foi constatado quea
proteinaVirD2 interagein vivo ein vitro com umaproteinade
Arabidopsisthaliana (L.) Heynhold denominada AtKAPa, a
qual pertence afamiliadas carioferinasa (Ballas & Citovsky,
1997). Este receptor medeia, provavelmente, aimportacédo do
complexo-T parao nlicleo, medianteinteracdo com asequiéncia
NLS presente na proteina VirD2. Diferentemente da VirD2, a
proteinaVirE2 ndo interage com o receptor AtK APa, sugerindo
que outro receptor deva interagir com esta proteina. Foi
também constatado que aproteina VirD2 interagein vivo ein
vitro com trés proteinas de A. thaliana pertencentes afamilia
das ciclofilinas, que sao altamente conservadas em plantas,
animais e procariotos (Deng et al., 1998). Embora a funcéo
biolégica das ciclofilinas ndo esteja clara na infeccdo por
Agrobacterium spp., elas sdo conhecidas por atuar como
chaperonas, que poderiam preservar aconformagao daproteina
VirD2 quando no citoplasmadacé ulahospedeiraou durantea
importacdo e/ou integracdo da fita-T no genoma da planta
(Deng et al ., 1998).

Integracdo dafita-T no genomada planta

A etapafinal do processo detransferénciado complexo-
T consiste na sua integragdo no genoma nuclear da célula
hospedeira. Todavia, os mecanismos moleculares envolvidos
nesta etapa sdo ainda pouco conhecidos. Ao contrario de
outros elementos moéveis, como transposons, 0 T-DNA ndo
codificanenhumaproteinaenvolvidanasuapropriaintegracéo.
Assim, a integracdo da fita-T no genoma vegetal pode ser
mediada pelas proteinas VirD2 e VirE2, em combinagcdo com
proteinasdapropriacélulahospedeira(Tinland, 1996; TZzfiraet
al., 2000).

Mutagdes realizadas na proteina VirD2 provocaram
ateracdes no padrdo de integracdo da extremidade 5’ do T-
DNA no genomadacélulahospedeira. Emboraestas mutacdes
tenham reduzido a eficiéncia de transferéncia do complexo-T,
asmesmas nao afetaram aeficiénciadaintegracdo dafita-T no
genomadacélulavegetal (Tinlandetal ., 1995). Estesresultados
sugerem que a proteina VirD2 participa da ligacdo da
extremidade 5’ dafita-T no DNA da planta, mas esta ligacéo
ndo € um fator limitante para o processo de integragdo. Além
da VirD2, a proteina VirE2 pode também estar envolvida no
processo deintegracdo dafita-T. Estaproteina, além de proteger
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fisicamente afita-T da ac8o de nucleases vegetais, pode ser
reguerida paraaintegracdo dasuaextremidade 3' com o DNA
daplanta(Ward & Zambryski, 2001).

Ospoucosdados existentes naliteraturando permitem
tirar conclusdes definitivas sobre o padréo de integracao da
fita-T no cromossomo de plantas transformadas por
Agrobacterium spp.Todavia, dados obtidos com diferentes
espécies vegetais indicam que os sitios de integracdo séo
randdmicos, isto €, ndo existe umapreferénciapor determinado
cromossomo ou por regides especificas dentro do cromossomo.
Entretanto, algumas evidéncias sugerem que afita-T integra-
se preferencialmente em regifes do cromossomo que sao
transcricionalmente ativas (Tinland & Hohn, 1995).

Os sitios de ligagdo da fita-T com o DNA de plantas
transgénicas de A. thaliana foram segiienciados e analisados,
permitindo tirar algumas concluses: (i) aintegracdo dafita-T
nao é sitio-especificaendo requer longostrechos dehomologia;
(ii) aintegracéo dafita-T levaapequenasdelecdesdo DNA da
planta no sitio deinsercéo (menos que 100 bp); (iii) aparte 3’
esquerda do T-DNA é pouco conservada e também possuli
uma curta regido de homologia com o sitio de pré-insercdo
(pelo menoscinco nucleotideoscontiguos); (iv) aparte5’ direita
do T-DNA é frequentemente conservada até o nucleotideo
gue é clivado na bactéria (Gheysen et al., 1991). Em aguns
casos, a homologia com o sitio de pré-insercao estarestritaa
uma ou poucas bases (microhomologia). Outra observagéo
interessante é que, umavez dentro do nucleo, afita-T torna-se
fita dupla com o concomitante deslocamento de VirE2, antes
dasuaintegragéo.

A partir destas e outras observacdes, alguns modelos
paraintegracdo dafita- T no genomadaplantaforam propostos.
O primeiro deles sugere que a integracdo de cada uma das
extremidades da fita-T no DNA da planta ocorra por
recombinacdo ilegitima (Gheysenet al ., 1991). Nestemodelo, a
ligacdo da extremidade 5’ direita da fita-T ao DNA da planta
ocorre primeiro, seguidadaligacéo daextremidade 3’ esquerda.
Outro model o propde que aintegracdo dafita-T inicia-se pela
extremidade 3' dafita-T através do anelamento de seqliéncias
de 2 a 5 pb (microhomologia) expostas a seqiiéncia
complementar do DNA daplanta(Tinlandet al., 1995; Mysore
et al., 1998). Outra hip6tese € que a ligagdo com afita-T (na
forma fita dupla) ocorreria através do reparo das pontas de
uma quebra da fita dupla do DNA da planta (Zupan et al.,
2000). Estahipétese é bastante consistente com variosarranjos
observadoscomo resultado daintegracdo dafita-T. Em qual quer
dos casos, a integracdo das extremidades 5’ e 3’ parece ser
auxiliada pela maguinariada planta. Recentemente, o primeiro
fator daplanta (histonaH2) envolvido naintegracdo dafita-T
foi identificado, confirmando o envolvimento de proteinas
estruturai s vegetais neste processo (Mysoreetal ., 2000). Desta
forma, areplicacdo do DNA e aatuacdo dasenzimas dereparo
daplanta sdo importantes paraauxiliar naintegracdo dafita-T
no genomavegetal.

Outrosgenesdaregidovir
Alguns genes do regulonvir ndo séo essenciaisparaa
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tumorigénese em todos os hospedeiros e alguns sdo
necessari os somente em hospedeiros especificos ou tém uma
funcdo auxiliar na transferéncia da regido-T. Esses genes
incluem vir D3; -D5; -E3; -F; -H; -J; -K; -L; -M; -P e R
(Kalogeraki et al., 2000; Nester, 2000; Zhu et al., 2000). VirF é
uma proteina encontrada em algumas linhagens de
Agrobacteriumspp. e parece estar envolvidacom espectro de
hospedeiro. Assim como asproteinasVirD2 e VirE2, aproteina
VirF penetra na célula hospedeira, onde, por um mecanismo
ainda pouco conhecido, altera o espectro de hospedeiro da
linhagem indutora. O operonvirH possui dois genes que, por
andlise de sequiéncia, parecem codificar monooxigenases do
tipo P450. MutagBes em ambos os genes tiveram um efeito
minimo naviruléncia. Estudoscom aproteinaVirD3 concluiram
também que amesmanéo é necessariaparaatransformacéo da
célulavegetal.

SEMELHANCAS COM A CONJUGACAO
BACTERIANA

V arias evidéncias suportam a hip6tese de umarelagéo
evolucionédriacomum entreatransferénciade DNA paraplantas
mediada por Agrobacteriumspp. eatransferénciaconjugativa
de plasmidios entre bactérias. Esta hipétese foi propostapela
primeiravez apésadescobertadafita-T (Stachel & Zambryski,
1986b). Nestetrabal ho, osautorescompararam osdoissistemas
detransferénciade DNA, sugerindo anal ogiasfuncionaisentre
oriT (origem de transferéncia conjugativa) e as extremidades
daregido-T, e 0s genes tra (requeridos para o0 processo de
reconhecimento e transferéncia do plasmidio) e aregido vir.
Desde entdo, analises detalhadasdo processo detransferéncia
conjugativa tém fornecido evidéncias que confirmam essa
analogia entre os dois sistemas. Entre 0s processos comuns
estdo o contato célula-célula, oinicio datransferénciado DNA
€0 seu transporte através das membranas. Essas semelhancas
incluem proteinas com sequiéncias de aminoacidossimilares e/
ou com equivaléncia de funcgbes, organizacdo génica e
propriedades fisicas das enzimas envolvidas (Lessl & Lanka,
1994; Zupan & Zambryksi, 1995; Moriguchi et al., 2001). Como
exemplo, evidéncias sugeremforte correlagéo entre as proteinas
VirDLVirD2 do plasmidio Ti easproteinas Tral/Tralenvolvidas
na conjugacao bacteriana (Pansegrau et al.,1993). Em ambos
os sistemas, similaridades funcionais tém sido observadas,
como clivagem sitio-especificaeligagdo covalente daproteina
aextremidade 5’ apbésaclivagem.

EXPRESSAO DOS GENESDO T-DNA NA CELULA
VEGETAL

Uma vez inseridos no genoma da planta, os genes
presentes na regido-T, agora denominada T-DNA, passam a
ser transcritos e traduzidos, dando inicio ao desenvol vimento
do tumor. Todos os genes do T-DNA, apesar de sua origem
procariota, possuem sinais deregul agdo que séo reconhecidos
pela maguinaria de transcri¢do eucariota vegetal, incluindo
TATA e CAAT “boxes’, “enhancers’ transcricionais e cauda
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poli(A). Assim, os genes do T-DNA sd0 expressos ao mesmo
tempo e da mesma maneira que os genes da planta. O estudo
daexpressdo dosgenesdo T-DNA identificou diversostrans-
critos presentes no tumor, codificando proteinas cujasfuncdes
foram sendo aos poucos el ucidadas. Entre osgenes estudados,
distinguem-se, de um lado, os genes responsaveis pelas
propriedades tumorais (ou oncogenes) e 0S genes respon-
saveis pela sintese de opinas.

Osoncogenes

Osoncogenes (iaaM, iaaH, ipt, 5 e 6b), presentes na
regido-T do plasmidio Ti de A. tumefaciens estéo diretamente
envolvidos na formagéo da galha durante o processo de
infeccdo pelabactéria(Schroder et al ., 1984). Os genesiaaM e
iaaH, presentes no | 6custms (“tumour morphol ogy shooty”),
codificam enzimas que estabelecem uma via aternativa de
bi ossintese de auxinas (&cido indolacético, AIA) nas células
transformadas (Schréder et al ., 1984; Thomashow et al ., 1986).
Por outro lado, o geneipt, presente no |6custmr, codificauma
isopentenil-transferase que catalisa a primeira etapa de
biossintese de precursores de citocinina (Barryet al.,1984). A
expressdo desses trés oncogenes causa um desequilibrio
hormonal nas células transformadas, levando a sua
multiplicacdo descontrolada, e resultando na formagao dos
tumores. Por isso, quando isolados da planta e cultivados em
meio de culturasem regul adores de crescimento, essestumores
sdo capazes de crescer indefinidamente devido asuaproducdo
endoégena de hormdnios vegetais (Hooykaas & Schilperoort,
1992).

Além dos genesiaaM, iaaH eipt, que sdo diretamente
responsaveis pelo desenvolvimento do tumor, a regido-T
possui outros oncogenes (genes5 e 6b) envolvidos em uma
finaregulagéo do balanco de auxina/citocininano tumor, tendo
em vista que a presenca de altos niveis desses horménios de
crescimento podem levar amorte celular. Ensaiosrealizadosin
vitro sugerem que o geneb, napresencade altas concentracdes
de auxina, codifica uma indole-3-lactate que converte o
triptofano em acido indol-l4ctico (ILA). Desta forma, o ILA,
gue é um analogo de auxina, compete pela ligacdo com
proteinas envolvidas na transducéo de sinal de auxinas,
reduzindo os niveis desse horménio no tumor (Korber et al.,
1991). Por outro lado, o gene6b (também conhecido comotm)
aumenta a sensibilidade das células vegetais aos horménios
daplanta, por um mecanismo ainda desconhecido (Spanier et
al., 1989; Tinland et al., 1989, 1990).

O fendtipofinal do tumor depende, assim, daproporcéo
deauxinasecitocininassinteti zadas pel as célulastransformadas
edosniveisendbgenos desses reguladores no sitio deinfeccdo
(Steffen et al ., 1986; Stafford, 2000). Como conseqgiiénciadeste
desbalanco hormonal, as células transformadas proliferam
desordenadamente, levando a formag&o de um tumor, conhe-
cido como galha-da-coroa. Em A. rhizogenes, aexpressao dos
oncogenes induz a producéo de raizes no local do ferimento,
devido, provavel mente, aum aumento dasensibilidade aauxina
nas células transformadas. O sintoma entéo observado é
conhecido como raiz em cabeleira (Meyer et al., 2000).
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Osgenesde sintese de opinas

Outros genes presentes no T-DNA codificam enzimas
envolvidas naviadabiosintese de opinas, que sdo compostos
formados pela condensacéo de aminoécidos ou carboidratos
modificados (Dessaux et al., 1993). Asopinas produzidas nos
tumores pelas células transformadas séo secretadas para as
regides intercelulares do tumor e metabolizadas especifica-
mente pelalinhagem de Agrobacteriumsp. indutorado tumor
(Elliset al., 1979). Desta forma, as linhagens patogénicas de
Agrobacteriumspp. podem ser classificadas de acordo com o
tipo de opinasintetizada pel o seu T-DNA, como por exemplo:
octopina, nopalina, agropina, cucumopina, manopina, etc.
(Brasileiro & Lacorte, 1998). Existem, descritos na literatura,
pelo menos 20 tipos diferentes de opinas e cada linhagem de
Agrobacteriumsp. sintetizae catalisaum grupo especifico de
opinas (Chiltonet al., 2001). Asopinasndo sdo metabolizadas
pelas células da planta, mas servem como principal fonte de
carbono e nitrogénio para a agrobactéria infetante. O
catabolismo destas opinas requer enzimas especificas. Como
estas enzimas s6 séo codificadas pelo plasmidio Ti da
agrobactériaindutorado tumor, nenhum outro microrganismo
do solo pode catabolisé-1as, criando assim um nicho biol 6gico
favoravel parao crescimento destabactéria (Binnset al ., 1992;
Hooykaas & Beijershergen, 1994).

Essa pressdo seletiva favorece a multiplicagéo da
linhagem indutora da galha que, por sua vez, irareinfetar as
células vegetais que ainda ndo foram transformadas. Além
disto, as opinas estimulam a transferéncia conjutiva do
plasmidio Ti para linhagens néo-patogénicas (sem plasmidio
Ti) deA.radiobacter e, conseqlientemente, sdo responsaveis
pelo aumento de popul agéo bacteriana capaz de utilizar essas
opinas como fonte de nutrientes. Assim, a sintese de opinas
pelascélulasvegetai sinfetadase seu catabolismo pelabactéria
indutora da galha tiveram provavelmente um papel muito
importante na disseminagéo do plasmidio Ti na natureza. A
teoria que propde a atuacdo das opinas como intermediarias
quimicasdo parasitismo (ou colonizag&o genética), € conhecida
como o “conceito de opinas’ (Guyonet al., 1980; Dessaux et
al., 1993).

Outrosgenesdo T-DNA

Até hoje, nenhuma funcéo pode ser atribuida com
certeza a parte esquerda do T-DNA das linhagens do tipo
nopalina (transcritosa, b, c,d e€) ou aos transcritos7,3’ e4’
daslinhagensdo tipo octopina. De qual quer maneira, sabe-se
que esses genes podem ser deletados do T-DNA, sem que
isso modifique visivelmente o fenétipo do tumor.

CONCLUSAO

O conhecimento das bases mol ecul ares do mecanismo
deinfecgéo por Agrobacteriumspp. contribuiu enormemente
para um melhor entendimento das relacfes patdégeno-
hospedeiro, assim como permitiu avangos consideraveis em
outras areas da pesquisa como virologia, transporte inter- e
intracelular, sistemas de secrecdo de moléculas, conjugacdo
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bacteriana, entre outros. Por outro lado, o desenvolvimento
detécnicasem biologiacelular emolecular vegetal abriunovas
perspectivas paraas pesqui sas sobre atransferénciade genes
exégenos para plantas, utilizando Agrobacterium spp. como
vetor natural de transformagéo. A transferéncia de genes de
origensdistintas paradiferentes espéciesvegetaisfoi possivel
gragasao desenvolvimento devetoresderivadosdo plasmidio
Ti e sua introducdo em linhagens desarmadas de
Agrobacteriumspp., onde osoncogenesforam eliminados. A

alta eficiéncia de transformag&o, o0 baixo custo operacional,
assim como a simplicidade dos protocol os de transformagéo,
sd0 asmaioresrazfes paraauniversalidade do uso do sistema
Agrobacteriumspp.

Atualmente, diferentes caracteristicas de interesse
socio-econdmico jaforamintroduzidas em diferentes espécies
vegetais por transformagéo genética através do sistema
Agrobacteriumspp. Essas caracteristicas visam principa mente
o0 melhoramento do desempenho em campo das plantas
cultivadas, através da resisténcia a estresses biéticos e
abidticos. Caracteristicas rel acionadas ao desenvol vimento da
plantae aqualidade do produto também podem ser modificadas
em plantastransgénicas. A tendénciaé que cadavez ummaior
ndmero de caracteristi cas possa ser manipulado viaengenharia
genética, aumentando a gama de produtos a serem disponi-
bilizados para o agricultor e 0 consumidor. Em um futuro breve,
as plantas transgénicas desempenhardo também o papel de
biofébricas, desenvolvidas para a produgdo de produtos de
interesse paraasindustrias de medicamentos, de alimentosou
de racdes.

Além detodasasimplicagbes paraaagriculturae outros
setores da economia, as plantas transgénicas constituem
também um excelente sistema para estudos béasicos em
diferentes campos da biologia, como fisiologia, genética,
boténica, biologia molecular e celular.
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